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Rekombinanter Vektor, der infektiose virale Gen msequenzen mlt einer 
Grofie von mehr als 100 kb enthalt, Verfahren zu seiner Herstellung und 
Verwendung zur Mutagenese der viralen Sequenzen 

Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinante Vektoren, die infektiose virale 
Genomsequenzen sowie Sequenzen eines Klonierungsvehikels enthalten, und 
ein Verfahren zur Herstellung dieser Vektoren. Ferner betrifft die vorliegende 
Erfindung die Verwendung solcher rekombinanter Vektoren, insbesondere zur 
Mutagenese der darin enthaltenen infektibsen viralen Genomsequenzen. sow.e 
ein Verfahren zur "Mutagenese dieser Sequenzen. 

Verschiedene Viren mit grofler DNA sind wichtige Pathogene, entweder fur den 
Menschen oder fur Tiere oder Pflanzen, wobei sie zum Teil zu schweren oder 
sogar todlichen Krankheiten fuhren. Beispie.haft sei hier das Cytomegal.ev.rus 
(CMV) genannt, das zu den wichtigen menschlichen pathogenen Viren zahlt. 
CMV hat eine hone Pravalenz in der Bevolkerung und kann zu schweren Krank- 
heiten fuhren, insbesondere bei immunologisch unreifen Patienten oder be. Pat.- 
enten mit einem beeintrachtigten Immunsystem (1). Da das mensohliche Cyto- 
megalievirus und das Maus-Cytomegaiievirus (MCMV) eine Reihe von Ahnl.ch- 
keiten in ihrer Bio.ogie und Pathogenese zeigen (2), wurde die Infektion von 
Mausen mit MCMV zu einem intensiv untersuchten invivo-Modell zur Untersu- 
chung der Pathogenese der CMV-lnfektion. Die oa. 235 kb grofie Genome von 
sowohl menschlichem als auch Mause-CMV sind die grofiten Genome von DNA- 
Viren der Sauger. Die Sequenzanalyse der menschlichen und Mause-CMV- 
Genome zeigt eine ahnliche genetische Organisation und eine Kodierungsfah.g- 
keit fur vermutlich mehr als 220 Polypeptide (3, 4, 5). 

Die Grofie des Genoms solcher Viren macht es schwierig, das gesamte Genom 
bzw die fiir Replikation und Verpackung notwendigen Teile des Genoms zu 
klonieren zu analysieren und gezielte Veranderungen vorzunehmen. Dies liegt 
unter anderem daran, daft die bis jetzt verwendeten Verfahren auf die Verwen- 
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dung mehrfacber Rekombinationsscbrme in eukaryentiscben Zelien angewresen 
J die 1. seKen, 2. febleranMg und 3. praktiscb nicbt zu MM s,nd. 
Dadurch werden aufwendige Selektiansverfahren netwendig, um gewunschte 
Mutanten zu isolieren und charakterisieren zu konnen. 

W orma«enen Ober die Funklion ainas M* dar CMV-Ganprodukte liagan 
aufgrund dar GrdKe der viraien DNA und der dami, 

JLarbarkei. das viraien Genoms nach wie vor kaum vor, und CMV-K,ona 
Id CMV—n aind ibrer groaen DNA und ibrer langaamen 
ntuklgan bisber nur aabr scb^ebg zu erbaUen. Diea stabt ,B. ,m Gegan^z 
' da Situation beim Herpes simple* Vims (a-Herpesviren) (6), das a,ngaber^ 

FQr die Unterbrecbung und Mrion van CMV-Genen wurde ain 
n^utageneseineu^^ 

■ npn Haufiokeit homalager Rekombinationen in eukaryonaschen Zellan ,at 

nen und die Biidung niont erwOnscbter rekembinanter Wen beobach* 
olb, Selektionsverfabren dieses ursprtnglicbe Verfabren — ba^en (9, 
Tl D bleib. die Erzeugung von CMV-Mutan.en eine au.wend.ga und baufcg 
1 le Aufgabe. KOrziiob konnte ein Vertabren zur Konstruktion van rekom- 
2 n Ht paaviren aus ktenierten. Oberlappenden Fragment (12, aucb au, 

nenuber den aben besobriebenen Verfabren. da dieses Verfahren nur 

1 Preduk. mehrerar Rekombinationsereignisse in eukaryant,scben Zenen. d,a 
! It kontrollieren sind. Ein korrekter Wiederau«ba U des vira.en Ganams 
2"^ — undlsoiie.ngdarVi— nte siebergestetitwerden. 
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Aufgabe der vorliegenden EriMung is* es. rekombinante Vektoren berefeu- 
stellen die es erlauben, des gesamte Genom Oder zumindest die fur die Rela- 
tion und Verpackung notwendigen Teile dee Genoms eines Virus, dessen Genom 
graB er als 1 00 kb, vorzugsweise grater als 200 kb. ist. in einen Organismus Oder 
eine Zelle einzubringen, dort zu halten und zu vermehren sowie gezielte Veran- 
derungen an den viralen Sequenzen vorzunehmen. 

Diese Aufgabe wird durch einen rekombinanten Vektor geldst. der infektiese 
vira ,e Genemsequenzen mit einer Grate von mehr als 100 kb. verzugsweise von 
m ehr als 200 kb. sowie Sequenzen eines Klonierungsvehikeis M Der Aus- 
druck "infektiose virale Genemsequenzen" umfa81 im Sinne der Erfindung sowohi 
das gesamte Genom a„ auoh Teiie des Genoms eines Virus, die fur die Rela- 
tion und die Verpackung in einem Wirtsorganismus bzw. einer Wirtszelle uner- 
tatilich sind. 

Die infektiasen viralen Genemsequenzen des rekombinanten Vektors gema* der 
Emndung kannen von einem DNA-Virus stammen; vorzugsweise stammen m 
von einem Herpesvirus, wobei besanders das mensehliehe Cytomegaiievirus ,e,n 
w ieh,iges Pathogen fUr den Mensehen) und das Maus-Cytomegalievirus genann 
w erden soiien. Weiterhin eignen sioh Genomseguenzen von anderen DNA-Wen 
lie a„e Herpesvirusgenome, wie z.B. Herpes simple* V,rus Typ 1 (Grate des 
Genoms: ,52 kb) und 2 ,155 kb) , Eps,e,n-Barr-V,rus ,172 ^>;^™ 
„» kb), humane Herpesviren 6, 7 Oder 8 (HHV6, 159 kb; HHV7, 145 kb; HHV8, 
ca 160 kb), Herpesviren derTiere. beispielsweise Pseudorabies-V.rus 
(ca 130 kb). Bovine Herpesviren! (135kb). 2 (140kb), 3oder4 (156kb). und 
das murine Gammaherpesvirus 68 (MHV 68, oa. 140 kb). 

Die im enlndungsgematen rekombinanten Vektor enthaitenen Sequenzen eines 
■ Klonierungsvehikeis besitzen die Fahigkei. zur DNA-Replikalian in geeigneten 
Wirtszellen ader -arganismen und dienen als Trager der viralen Sequenzen. d,e 
passiv milrepliziert und zusammen mit den Sequenzen des Klenierungsveh,kels 
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isoliert und gereinigt werden konnen. Es hat sich herausgestellt, daft eine 
niedrige Kopienzahl des erfindungsgemaften rekombinanten Vektors in der 
Wirtszelle fur die Stabilitat der darin enthaltenen viralen Genomsequenzen vor- 
teilhaft ist. Daher werden als Sequenzen eines Klonierungsvehikeis solche 
Sequenzen bevorzugt eingesetzt, die von low-copy-Vektoren stammen. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung leiten sich diese Sequenzen von 
den bekannten Mini-F-Plasmiden von E. coli ab. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften 
rekombinanten Vektors ist dieser als kunstliches zirkulares Chromosom aus- 
gebildet, vorzugsweise als bakterielles kunstliches Chromosom (BAC), oder auch 
als kunstliches Hefe-Chromosom (YAC). 

Da der erfindungsgemaSe rekombinante Vektor gemali der Erfindung infektiose 
Genomsequenzen enthalt, kann er nach dem Einbringen in eine geeignete per- 
missive Zelle wie ein Virusgenom repliziert und verpackt werden. Es hat sich 
jedoch herausgestellt, daft durch die auf die Anwesenheit von Sequenzen eines 
Klonierungsvehikeis zuruckzufuhrende Uberlange des Vektors (gegenuber der 
ursprunglichen Lange der viralen Genomsequenzen) die Verpackung der 
Viruspartikel beeintrachtigt wird. Daher ist es vorteilhaft, die Sequenzen des 
Klonierungsvehikeis vor der Replikation und Verpackung der viralen Genom- 
sequenzen aus dem rekombinanten Vektor zu entfernen. Zu diesem Zweck sieht 
die Erfindung in einer Ausfuhrungsform vor, dali die Sequenzen des Klonie- 
rungsvehikeis von identischen Sequenzabschnitten flankiert sind, die das 
Herausschneiden der Sequenzen durch homologe Rekombination ermoglichen. 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemalien Vektors sind die Sequenzen des Klonierungsvehikeis von Erkennungs- 
sequenzen fur sequenzspezifische Rekombinasen und/oder von Restriktions- 
schnittstellen flankiert, die im restlichen Vektor nicht vorkommen. Zum Erhalt von 
infektiosen viralen Genomsequenzen, die frei von Sequenzen des Klonierungs- 
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vehikels sind, werden diese durch eine Rekombinase, wie z.B. die Rekombinase 
FLP, und/oder durch ein Restriktionsenzym herausgeschnitten. Besonders 
bevorzugt sind rekombinante Vektoren, bei denen die Erkennungssequenzen fur 
sequenzspezifische Rekombinasen loxP-Stellen sind, die durch die Rekombinase 
Cre erkannt und geschnitten werden. Gegebenenfalls konnen die zu klo- 
nierenden viralen Genomsequenzen zunachst in eine geeignete Zelle einge- 
bracht werden, wenn die sie enthaltende Zelle fur die Klonierung ungeeignet sein 
sollte. 

Vorzugsweise enthalt der erfindungsgema&e Vektor Selektions- und/oder 
Markergene, beispielsweise gpt, das Hygromycin-Resistenz-Gen, das Neomycin- 
Resistenz-Gen, das green-fluorescent-Protein oder das lacZ-Gen, um die Selek- 
tion (Anreicherung) bzw. Identifikation (z.B. durch Farbetechniken) von rekombi- 
nante Vektoren enthaltenden Zellen zu erleichtern. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls Zellen, die einen rekombinanten 
Vektor der oben beschriebenen Art enthalten. 

Ferner ist Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungs- 
gemaGen rekombinanten Vektors bereitzustellen, das die Klonierung grofcer, 
mdglichst vollstandiger, auf jeden Fall aber infektioser (d.h. replikationsfahiger) 
viraler Genomsequenzen in eukaryontischen Zellen mit mSglichst wenigen 
Rekombinationsschritten erlaubt, und bei dem eine wiederholte Isolierung und 
Selektion der Rekombinanten nicht erforderlich ist. 

Diese Aufgabe wird gemali der vorliegenden Erfindung durch ein Verfahren 
geldst, das folgende Schritte umfalit: 

a) Einbringen einer Sequenz (1 ), enthaltend Sequenzen eines Klonierungsvehi- 
kels, in eine Zelle, die infektiose virale Genomsequenzen enthalt, und 



WO 99/06582 



PCT/EP98/04816 



b) Rekombinieren der Sequenz (1) aus Schritt a) mit den viralen Genomsequen- 
zen, vorzugsweise uber homologe Rekombination, zum Erhalt eines rekombinan- 
ten Vektors. 

Das Verfahren ist insbesondere zur Klonierung solcher Genomsequenzen geeig- 
net, die grofter als 100 kb (vorzugsweise grofter als 200 kb) sind, es kann jedoch 
auch zur Klonierung kleinerer DNA-Fragmente eingesetzt werden. Beispiele fur 
virale Genomsequenzen, die nach dem Verfahren gemali der Erfindung mit der 
Sequenz (1) rekombiniert werden kbnnen, schlieften die Genome der Herpes 
simplex Virus Typ 1 (GrdSe des Genoms: 152 kb) und 2 (155 kb), des Epstein- 
Barr-Virus (172 kb), des Varizella Zoster-Virus (125 kb), der humanen Herpes- 
viren 6, 7 oder 8 (HHV6, 159 kb; HHV7, 145 kb; HHV8, ca. 160 kb), der Herpes- 
viren derTiere, beispielsweise Pseudorabies-Virus (ca. 130 kb), Bovine Herpes- 
viren 1 (135 kb), 2 (140 kb), 3 oder 4 (156 kb), und des murinen Gammaherpes- 
virus 68 (MHV 68, ca. 140 kb) ein. Die homologe Rekombination zwischen den 
viralen Sequenzen und der Sequenz (1) kann beispielsweise dadurch 
herbeigefuhrt werden, daft die Sequenz (1 ) Abschnitte enthalt, die homolog zu 
den zu klonierenden viralen Genomsequenzen sind. 

Vorzugsweise werden als Wirtszellen fur den Schritt a) eukaryontische Zellen 
verwendet, beispielsweise Saugerzellen, Insektenzellen oder Hefezellen, wobei 
insbesondere primare Fibroblasten vom Menschen (z.B. humane Vorhaut- 
fibroblasten (HFF)), NlH3T3-Fibroblasten (ATCC CRL1658) oder Maus- 
Fibroblasten verwendet werden konnen. Zum Einbringen der Sequenz (1) werden 
Wirtszellen ausgewahlt, die fur das jeweilige Virus permissiv sind, d.h. Zellen, die 
die Fahigkeit besitzen, das Wachstum dieses Virus zu unterstutzen. Die Einbrin- 
gung der Sequenz (1) in die eukaryontische Zelle erfolgt durch ein Calcium- 
phosphat-Prazipitations- Elektroporations- oder Lipofektionsverfahren oder 
mittels anderer Verfahren nach dem neuesten Stand der Technik. Die Sequenz 
(1) kann ebenfalls durch einen viralen Vektor in die Zelle eingebracht werden. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien 
Herstellungsverfahrens wird als Zelle in Schritt a) ein bakterieller Organismus, 
vorzugsweise E co//, verwendet. Das Einbringen der Sequenz (1) kann 
beispielsweise durch Elektroporation Oder jedes andere im Stand der Technik 
bekannte Verfahren geschehen. 

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung eines rekombinanten Vektors der 
oben beschriebenen Art zur Mutagenese der darin enthaltenen infektiosen vira- 
len Genomsequenzen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren bereit- 
zustellen, mit dem Veranderungen an den im erfindungsgemalien Vektor enthal- 
tenen viralen Genomsequenzen vorgenommen werden konnen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Mutageneseverfahren gelost, das folgende Schritte 
umfafSt: 

A) Einbringen des rekombinanten Vektors in eine bakterielle Wirtszelle oder in 
Hefe; und 

B) Mutagenisieren der viralen Genomsequenzen. 

Die Mutagenese kann gezielt durch homologe Rekombination mit in der bakteriel- 
len Wirtszelle oder Hefe enthaltenen DNA-Molekulen (z.B. als Shuttle-Plasmid) 
erfolgen, die die Mutation tragen, oder ungezielt ("random"), z.B. durch Transpo- 
son-Mutagenese. Unter "Mutagenese" im Sinne der Erfindung versteht man die 
Einfuhrung jeder moglichen Veranderung des genetischen Materials, beispiels- 
weise Deletionen, Insertionen, Substitutionen oder Punktmutationen. 

Das erfindungsgemafte Mutageneseverfahren ist deswegen vorteilhaft, weil die 
Veranderungen in der bakteriellen Wirtszelle oder in Hefe ohne Selektionsdruck 
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erfolgen: Es konnen also auch Mutationen in das Genom eingefugt werden, die 
einen Wachstumsnachteil (oder sogar einen letalen Phanotyp) fur die Mutante 
zur Folge haben konnen. Bisherige Mutagenese-Verfahren fur Herpesviren 
erlauben dies entweder gar nicht oder nur mit betrachtlichem Aufwand. Auf die 
spateren Eigenschaften der Virus-Mutante muli zunachst bei der Mutagenese 
keine Rucksicht genommen werden, da Herstellung des mutanten Genoms und 
Herstellung bzw. Charakterisierung der Virus-Mutante getrennte Prozesse sind. 

Eine Transposon-Mutagenese klonierter Herpesvirus-Genome ist nutzlich zur 
einfachen und effizienten Herstellung einer groften Anzahl von Mutanten, die u.a. 
fur Screening-Verfahren dienen konnen. Durch eine saturierte Mutagenese laftt 
sich eine umfassende Sammlung ("Library") mit Mutationen in alien Genen und in 
alien regulatohschen Sequenzen generieren. 

In einer vorteilhaften Durchfuhrungsform des erfindungsgemaften Mutagenese- 
verfahren ist der rekombinante Vektor nach einem der oben beschriebenen Her- 
stellungsverfahren erhaltlich. 

Die Erfindung betrifft ferner einen rekombinanten Vektor, der infektidse, durch ein 
Mutageneseverfahren wie oben beschrieben veranderte virale Genomsequenzen 
mit einer Grofce von mehr als 100 kb, vorzugsweise mehr als 200 kb, sowie 
Sequenzen eines Klonierungsvektors enthalt. 

Das Einbringen des mutagenisierten Vektors in permissive Zellen fuhrt aus- 
schlieRlich zur Bildung von einheitlichen Virus-Mutanten, da die eingebrachten 
Vektoren klonal sind d.h. sich auf eine bakterielle Zelle (Klon) bzw. auf ein 
Vektor-Molekul zuruckfuhren lassen. Nachtragliche, in der Regel muhsame und 
langwierige Selektions- oder Anreicherungsverfahren fur Mutanten - ein typischer 
Bestandteil bisheriger Mutagenese-Verfahren fur grolSe Virusgenome - sind des- 
halb nicht notwendig. 
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Sowohl mutagenisierte als auch nicht mutagenisierte rekombinante Vektoren 
gemaft der Erfindung eignen sich als Medikament, vorzugsweise zur Durchfuh- 
rung von somatischer Gentherapie, Oder als Impfstoff. 

Als Anwendungsmoglichkeiten fur die erfindungsgemaSen Vektoren und Verfah- 
ren kommen unter anderem in Betracht: 

- Charakterisierung von viralen Genen bzw. Funktionen und Proteinen z.B. mit 
dem Ziel essentielle Virus-Strukturen zu identifizieren, urn Hemmstoffe 
(Medikamente) gegen Viren entwickeln zu kfinnen. 

- Herstellung einer CMV-Vaccine bzw. auf CMV-basierende Vaccine gegen 
andere Krankheitserreger (Attenuierung des Virus durch Deletion von Genen, 
und Insertion von Genen, die fur Antigene kodieren). 

- Herstellung von Vektoren fur die Gentherapie (Deletion von viralen Genen, 
Austausch gegen therapeutisch nutzliche Trans-Gene). 

Im folgenden werden die angefugten Zeichnungen beschrieben: 

Fjgur 1 zeigt eine Strategie zur Klonierung und Mutagenese eines groBen Virus- 
genoms unter Anwendung der erfindungsgemafien Herstellungs- und Mutagene- 
severfahren. 

(A) Ein grolies virales Genom und ein Rekombinationsplasmid mit bakteriellen 
Vektorsequenzen wurden in eukaryontische Zellen eingebracht, urn eine rekom- 
binante DNA (BAC) zu erzeugen. Dies kann durch verschiedene Verfahren erfol- 
gen, z.B. Infektion, Transfektion, Elektroporation usw. Zirkulare DNA wurde aus 
den infizierten Zellen isoliert und in £ coli ubertragen. (B) Eine Mutagenese des 
BAC wurde in £ coli durch homologe Rekombination mit einem mutanten Allel 
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durchgefuhrt, und das mutierte BAC wurde in eukaryontische Zellen transfiziert, 
urn rekombinante Virus-Genome bzw. Viren zu rekonstituieren (C). 

Figur 2 zeigt die Herstellung und den Aufbau der MCMV kunstlichen bakteriellen 
Chromosome (BACs) pSM3 (a) und pSM4 (b) und die Genomstruktur der abgelei- 
teten rekombinanten Viren MC96.73 und MC96.74. Die EcoRI-Restriktionskarte 
des rechten terminalen Endes des Genoms des MCMV-Stamms Smith ist oben 
dargestellt. Die Rekombinationsplasmide pRP2 und pRP3 enthalten 2.2 und 6.6 
kb flankierender MCMV homologer Sequenzen (weiBe Kasten), den BAC-Vektor 
(grau) und das gpt-Gen (schraffiert), flankiert von loxP-Stellen (schwarz). Die 
Eco-RI-Restriktionskarte der BACs pSM3 und pSM4 ist darunter dargestellt. Die 
terminalen EcoRI-Fragmente des MCMV-Genoms sind in den BAC-Plasmiden 
pSM3 und pSM4 fusioniert, was zu neuen Fragmenten von 22,9 bzw. 24,3 kb 
fuhrt. Die linearen Genome der rekombinanten Viren MC96.73 und MC96.74 ent- 
halten terminate EcoRI-Fragmente mit einer Lange von 12,3 bzw. 13,7 kb. 
Zusatzliche Restriktionsenzymstellen sind mit BamHI (B), Hindlll (H) und Sfil (S) 
angegeben. 

Fjgur 3 zeigt die Strukturanalyse der kunstlichen bakteriellen Chromosome 
(BACs) pSM3 und pSM4 (a) und der rekonstituierten Virusgenome (b, c). (a) 
Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel von EcoRI-verdauten BACs, die aus 
£ co//-Kulturen isoliert wurden (Spuren pSM3 und pSM4) und von Wildtyp- 
MCMV-DNA, isoliert aus gereinigten Virionen (Spur wt). (b) Restriktions- 
enzymanalyse der viralen MC96.73- und MC96.74-Genome. Die BACs pSM3 und 
pSM4 wurden in Maus-Embryonenfibroblasten transfiziert und der Uberstand der 
transfizierten Zellen wurde verwendet, urn neue Zellen zu infizieren. Die DNA, die 
aus den infizierten Zellen isoliert wurde und Wildtyp-MCMV-DNA wurde mit 
EcoRI verdaut und durch Elektrophorese auf 0,6 % Agarosegelen 14 Stunden 
aufgetrennt. Die EcoRI-O(O) und die Vektorfragmente (v) sind angegeben und 
die Grolie der zusatzlichen Banden ist links gezeigt. (c) Auftrennung der EcoRI- 
Fragmente, die in (b) dargestellt sind, nach Elektrophorese fur 28 Stunden. 
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Fiqur4 Z eigt die Konstruktion der MCMV-ie1-Mutante MM96.01 (a), die Struktur- 
analyse des mutierten kunstlichen bakteriellen Chromosoms (BACs) (b) und des 
Genoms der ie1-Mutanten MM96.01 (c). (a) Die Hindlll-Schnittstelle zwischen 
den Hindlll-K- und -L-Fragmenten des Genoms des MCMV-Stamms Smith (oben) 
wurde unter Verwendung des EcoRI-Hpal-Fragments (schraffierter Bereich) 
durch Mutagenese entfernt. Die Exon-lntron-Struktur der iet- und ie3-Gene ist 
angezeigt und die proteinkodierenden Sequenzen sind als schraffierte Kastchen 
dargestellt. Die Mutation fuhrt zu einer Rasterverschiebung nach 273 Codons 
und der Bildung eines neuen Stoppcodons nach zusatzlichen 9 Codons (schwar- 
zer Kasten). Der offene Kasten bezeichnet den Teil des offenen ie1-Leserah- 
mens, der im mutierten Virus nicht translatiert wird. (b) Ethidiumbromid-gefarbtes 
Agarosegel des mit Hindlll verdauten Eltern-BACs pSM3 und des mutierten BACs 
pSMiel. (c) Hindlll-Muster der Genome des rekombinanten Virus MC96.73 und 
des ie1-Mutanten MM96.01. Das Hindlll-K- und -L-Fragment und das neue 15,2 
kb-Fragment sind links angegeben und die Grofie einiger Hindlll-Fragmente ist 
am rechten Bildrand angegeben. 

FiQur 5 Z eigt die Abwesenheit von pp89 in Zellen, die mit dem ie1-Mutanten 
MM96.01 infiziert sind. Embryonale Maus-Fibroblasten (MEF) waren entweder 
nicht infiziert, infiziert mit dem rekombinanten Virus MC96.73 oder mit der ie1- 
Mutanten MM96.01 in Gegenwart von Cycloheximid (50 ug/ml) fur 3 Stunden, um 
eine selektive Expression der immediate-early Proteine zu erzielen (16). Nach 
Entfernung des Cycloheximids wurde Actinomycin D (5 ug/ml) hinzugefugt und 
die Proteine wurden mit 35 S-Methionin (1200 ci/mmol) fiir zusatzliche 3 Stunden 
markiert. Die Lyse der Zellen und Immunoprazipitationen wurden wie beschrie- 
ben durchgefuhrt (28) unter Verwendung von Antiserum 3/1 , das gegen den C- 
Termius des ie1 -Proteins pp89 gerichtet war (a) und des ie1/ie3-spezifischen 
Antipeptidserums b5-1 (b) (16,28). Eine lange Belichtung des Autoradiogramms 
(b) ist in (c) dargestellt. 



WO 99/06582 



PCT/EP98/04816 



12 

Fjgur 6 zeigt eine Strategie zur Rekonstitution des kompletten MCMV-Genoms in 
E. coli und Exzision der Vektorsequenzen nach Transfektion des MCMV-BAC- 
Vektors in permissive Zellen, wie im Beispiel 3 beschrieben. 

Fiqur 7 Z eigt die Restriktionsenzymanalyse der kiinstlichen bakteriellen Chromo- 
some (BACs) pSM3 und pSM3FR. Die aus E. co//-Kulturen isolierte BACs 
wurden mit EcoRI verdaut und die resultierenden DNA-Fragmente durch Elektro- 
phorese auf Agarosegel aufgetrennt. Die EcoRI-O- und die EcoRI-Z-Banden sind 
angegeben und die Grdfie der in pSM3FR fehlenden Bande wird links gezeigt. 

Fjgur 8 zeigt die Restriktionsenzymanalyse der viralen MW97.01- und Wildtyp- 
MCMV-Genome. Der BAC-Vektor pSM3FR wurde in permissive embryonale 
Fibroblasten (MEF) eingebracht. Nach mehreren Passagen wurde die virale DNA 
aus den infizierten Zellen des Stamms MW97.01 isoliert und mit EcoRI verdaut. 
Die resultierenden DNA-Fragmente wurden durch Elektrophorese in Agarose- 
gelen aufgetrennt. Als Vergleich dient das mit EcoRI verdaute Wildtyp-MCMV- 
Genom. 

Fiqur 9 zeigt die Uberlebensraten von neugeborenen Mausen, die mit MW97.01 
bzw. MCMV wt Smith infiziert wurden. 

Fjgur 10 zeigt die Strategie zur Klonierung des Genoms des murinen Gamma- 
herpesvirus 68 als infektidses bakterielles kunstliches Chromosom (BAC) in 
E. coli, wie im Beispiel 4 beschrieben. 

Fjgur 1 1 zeigt die Restriktionsenzymanalyse des MHV 68-BAC-Vektors und des 
rekonstituierten MHV 68-Genoms. Der BAC-Vektor und das aus infizierten Zellen 
isolierte virale Genom wurden mit EcoRI verdaut und in Agarosegel aufgetrennt. 
Als Vergleich dient das mit EcoRI verdaute Wildtyp-MHV 68-Genom. 
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Fiaur12 zeig , einen Vergleicb der Waohstumskinetik von M HV-Wildtyp-Virus und 
^BAC-Virus. BHKS1-UM warden mil einer moi von 0.01 infiziert und 
der Anstiefl des Virus-Tilers wahrend der folgenden 4 Tege best,mmt. 

zeigt die Klonierung des Genoms des HCMV-Uborstamms AD169 als 
Wektioses bakterielles kiinstliches Cromosom (BAC). 

giguri4 zeig. zwei unterscbiediicne isomere Formen des HCMV-BAC-Genoms, 
pHB5 und pHB8. 

fJmJ S zeig. die Restrittionsenzymanalyse der BAC-Vektoren pHBS und P HB8. 
^ektoren wurden mit Hindl.l verdaut und in Agarosege, aufgetrennt. 

pjoyrjg zeig. die Res.rik.ionsenzymanalyse der Wiidtyp-HCMV- und pHB5- 
±o7e Die virale DNAwurde aus inf.zier.en Zellen isoliert und mit EcoRI 

aufgetrennt. Der Pfei, zeigt die zusafziiobe 2 kb-EcoRi-Bande ,m pHBo-Genor, 

FJm2Z zsig , die in Beispie, 6 bescbriebene Strategie zur Mutagenese des 
HCMV-BAC-Vektors pHB5. 

P^jS Z eigt den Shuttie-Vektor P ST76K.SacB, ein Derivat des pST76K- 
Vektors. 

fJmM z eig. eine Strategie zur Mutagenese des CMV-BAC-Vektors in E «* 

F!M 20 zei 8 « *e Resfrikfionsenzymanalyse der rekombinanten Vekforen pHBS, 
^2, U nd pHB/FLP. Die isoiierte DNA wurde mit EcoRi verdaut und ,n Aga- 
rosegel aufgetrennt. 
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Pj qur 21 zeigt die in Beispiel 7 beschriebene Strategie zur direkten Transposon- 
Mutagenese des infektiosen MCMV-BAC-Vektors. (a) zeigt den pST76A- 
TnMax8-Vektor, der durch Ligation des mit Pstl linearisierten pST76-A-Vektors 
mit dem pTnMax8 entsteht. (b) zeigt schematisch die Induktion der Transposition 
in dem pST76A-TnMax8-Vektor. 

Fjgur 22 zeigt die Restriktionsstelle des Transposons in dem MCMV-Kn5-Klon. 

Fiaur 23 zeigt in (a) eine Restriktionsenzymanalyse der Wildtyp-MCMV- und 
MCMV-Kn5-Genome. Die aus den infizierten Zellen isolierte DNA wurde mit 
Hindlll verdaut und in Agarosegel aufgetrennt. (b) zeigt die Ansequenzierung des 
Klons MCMV-Kn5 mit Primern, die an den Enden des Transposons binden. Die 
erhaltene Sequenz wird der MCMV-Sequenz gegenubergestellt. 

pjqur 24 eine Restriktionsenzymanalyse verschiedener Toledo-BAC-Klone. Die 
Toledo-BAC-Vektoren wurde mit EcoRI verdaut und in Agarosegel aufgetrennt. 
Als Vergleich dient das mit EcoRI verdaute Toledo-Wildtyp-Genom. 

Fiq ur 25 zeigt eine Restriktionsenzymanalyse verschiedener Toledo-BAC-Klone 
mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen. Die ersten funf Spuren links 
zeigen das Hindlll-Spaltmuster des aus den verschiedenen Klonen isolierten 
Toledo-BAC-Vektors, die letzten funf Spuren (rechts) das Xbal-Spaltmuster. 

Im folgenden wird die Erfindung im Hinblick auf die Beispiele und Figuren im ein- 
zelnen beschrieben. 

Beispiel 1 : Klonierung von MCMV-Genomsequenzen als infektioses bakterielles 
kunstliches Chromosom (BAC) in £ coli 



Herstellunq der Viren und Zellen 
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Die Vermehrung von MCMV (Stamm Smith, ATCC VR-194, ATCC, Rockville, 
Md.) in BALB/c embyonalen Maus-Fibroblasten (MEF-) und NIH3T3-Fibroblasten; 
(ATCC CRL1658) wurde bereits fruher beschrieben (14,15). Rekombinante Viren 
wurden entsprechend veroffentlichten Arbeitsvorschriften erzeugt (8, 9, 15). Um 
die Virusnachkommenschaft aus kunstlichen bakteriellen Chromosomen (BACs) 
herzustellen, wurden BACs (ca. 0,5-1 \ig) in MEF transfiziert, indem das Calcium- 
phosphat-Prazipitationsverfahren verwendet wurde, wie beschrieben in (15, 16). 

Isolieruna viraler DNA und von BACs 

Plasmidklonierungen wurden nach Standardverfahren durchgefuhrt (20). Restrik- 
tionsenzyme wurden bei New England Biolabs (Bevety, MA) gekauft. Wildtyp- 
MCMV-DNA wurde aus Virionen hergestellt und Gesamt-Zell-DNA wurde aus 
infizierten Zellen isoliert, wie bereits fruher beschrieben (14, 17). Zirkulare Virus- 
DNA wurde durch das Verfahren von Hirt (18) isoliert und in elektrokompetente 
E co//-DH10B-Stamme elektroporiert (19). BACs wurden aus E co//-Kulturen 
unter Verwendung eines alkalischen Lyseverfahrens isoliert (20) und durch 
Prazipitation mit Polyethylenglycol gereinigt (20). 

Plasmide und Mutaqenese 

Fur die Konstruktion der Rekombinationsplasmide pRP2 und pRP3 wurde ein 17 
kb-Hindlll-BamHI-Subfragment des MCMV-Hindlll-E'-Fragments (17) in 
pACYC177 (21 ) subkloniert. Die EcoRI-Fragmente O, b, f und g innerhalb des 
Hindlll-E' -Fragments (14, siehe Figur 2), wurden deletiert und ein EcoRI-Notl- 
Adapter wurde hinzugefugt, um das Plasmid pHE'AE zu erzeugen. Das E coli- 
Guaninphosphoribosyltransferase(gpt)-Gen, gesteuert von dem Herpes simplex - 
Thymidinkinase-Promotor und gefolgt von der SV40 fruhen Polyadenylierungs- 
stelle wurde auf einer Seite mit einer Tandem-loxP-Stelle flankjert und dann ein- 
schliefJIich der Tanden-loxP site als Nsil-BamHI-Fragment in das Plasmid pKSO, 
einem Derivat des BAC-Vektors pBAC108L (19) mit modifiziertem Polylinker 
(Pmei-Nsil-Pacl-BamHI-Pmel-AscI), kloniert. Das entstandene Plasmid pKSO-gpt 
wurde dann zwischen den loxP-Stellen mit einem 540 bp grofien Haelll-Fragment 
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aus pBR322 (Nukleotide 1928 - 2488) versehen, urn spater eine Mobilisierung 
des MCMV-BAC-Plasmids uber das pBR322 mob-Element zu ermoglichen. 
Schlielilich wurde das resultierende Plasmid IIBAC mit Notl neben einer der 
beiden loxP-Stellen liriearisiert und in die einzige Notl-Stelle des Plasmids 
pHE'AE inseriert. pRP2 und pRP3 unterscheiden sich in der Orientierung der 
IIBAC-Sequenz(Figur2). 

Urn das Mutageneseplasmid pMieFS zu konstruieren, wurde ein 7,2 kb Hpal- 
EcoRI-Fragment (Figur 4a) des Plasmids plE111 (23) in das Plasmid pMB096 
(24) inseriert, und die Hindlll-Stelle des Inserts wurde durch Behandlung mit der 
Klenow-Polymerase aufgefullt und zerstort. Die Mutagenese des MCMV-BACs 
wurde durch homologe Rekombination in dem E co//-Stamm CBTS (25) ent- 
sprechend veroffentlichten Arbeitsvorschriften (24, 25) durchgefuhrt. 

Konstruktion rekombinanter MCMV 

Rekombinante Viren wurden entweder durch Kotransfektion von viraler DNA und 
dem linearisierten Rekombinationsplasmid, wie vorher beschrieben (8, 15), Oder 
durch Elektroporation des Rekombinationsplasmids in NIH3T3-Zellen unter Ver- 
wendung des BioRad Genpulsers (250 V, 960 yF), gefblgt von einer Superinfek- 
tion mit MCMV 8 Stunden spater, erzeugt. Rekombinante Viren wurden mit 
Mycophenolsaure und Xanthin entsprechend veroffentlichter Arbeitsvorschriften 
(9) selektiert. 

Isolierung viraler DNA 

Wildtyp-MCMV-DNA wurde aus Virionen hergestellt und durch CsCI-Gradienten- 
zentrifugation gereinigt, wie vorher beschrieben (14). Fur eine Charakterisierung 
der rekonstituierten Genome wurde die Gesamtzell-DNA aus infizierten Zellen 
isoliert. Die Zellen wurden durch Trypsinierung geerntet, gefolgt von einer Zentri- 
fugation bei 800 g fur 5 Minuten und in 50 mM Tris-HCI, pH 8, 20 mM EDTA, 0,5 
% SDS und 0,5 mg/ml Proteinase K lysiert. Nach 12-stundiger Inkubation bei 
56°C wurde die DNA zweimal mit Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (50:48:2) 
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ertrahiar. und mil Bhanol ausgafailt.' Dla DNA-Fragmanta wurdan durch Elak.ro- 
phorasa auf einam 0.6 % Agarosagal aufgatrannt, wia vorhar baschriaban (14). 

Zirkuiara Virus-DNA wurda durch das Varfahran von Hirt (18) isoliart Infiziarta 
zallan aus 60 mm GawabakuKursohala wurdan in 1 ml Puffar A lysiart (0.6 % 
,ns 10 mM EOTA pH 7,5) und 0,66 ml 5 M NaCl wurdan binzugefOgt, gefolgt 
on einer ln.kuba.ion ba, 4'C «r 24 S.undan. Pia Proba wurda ba, 15000 g bai 
Z 30 Minulan zanWugiarl, dar 0bars,and wurda ml. " 
DNA wurda mit Ethanol ausgafallt Dia DMA wurda wiadar ,n 30 pi TE galas. (10 
Z tIhC, PH 6. 1 mM EOTA, und gagan TE dialysia, 10 p, dar DNA wurdan 
Tnala^ampatanta E c*DH10B alaKlrapariart, untarVarwandung ainas 
Ltd Ganpulsars ,2,5 KV, 25 pF. 400 Obm). Dla Transforms wurdan au, 
Agarplattan salaktiart. dia 12.5 pg/ml Chloramphaniool amh.altan. 

Isoliarur^vonBACsun ^ p " knns,i " " lnn V °" rek " mnin * n ' e " We " „ a „ 

in Gaganwar, 

2 llischan Lysavarfahrans (20). Dia Plasmid-DNA wurda wa,.ar durob 
! SSl Po.V«oo, garainig, ,20, Ein Zan,a, dar isoliarlan P., 
2 ngaf^ 0,5 bis 1 «, wurda zur Analysa durob Ras,*1ionsan 2 ymspa,b J ng 
1 1 sina RakonsMon dar Virusnacbkommansohaft durob Ca,o,um- 
phosphattransfektion in MEF varwandet. 

^^^Kinnrng und ImmunoprazipiUtion mrWPm{si . 
7— ^^on von w. odar mutiarlam MCMV ,mmad,a.a.aarly Prota, 

liob, das 3 Slundan spatar durob Aotinomyoin D ,5 pg/ml) arsa*. wurda. 
Dann wurdan Zallan mi. pSSl-MaMonin (1200 Ci/mmol; Amarsbam. Braun- 
ZZ. Dau.sob,and, «r zus^ioba 3 S.undan markiart Dia Zallan wurdan 
^ rt nd immunprazipuabonan wurdan un,ar Varwandung das Anbpapbd- 
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serums b5/1 (28, 16) und des Antiserums 3/1 , das gegen den C-Terminus des 
ie1 -Proteins pp89 gerichtet ist, durchgefuhrt 

Strategie zur Klonierung und Mutagenese des MCMV-Genoms 
Die bekannten Verfahren zur Manipulation von CMV-Genomen und anderen 
grofien Virusgenome sind nur begrenzt anwendbar bzw. erfolgreich, da sie auf 
homologer Rekombination in eukaryontischen Zellen basieren. Urn das MCMV- 
Genom und andere grolie Virusgenome einer Mutagenese besser zuganglich zu 
machen, wurden infektiose kunstliche bakterielle Chromosomen (BAC) des 
MCMV in E coli erzeugt. Die in Figur 1a dargestellte Strategie wurde zur Klonie- 
rung des MCMV-Genoms verwendet, da Herpesviren ihr Genom nach dem Ein- 
tritt in die Zelle zirkularisieren (6, 26) und da plasmidahnliche zirkulare Interme- 
diate fruh im Replikationszyklus von Herpesviren auftreten (27). In einem ersten 
Schritt wurde ein rekombinantes Virus erzeugt, das einen bakteriellen Vektor 
integriert in seinem Genom enthielt. Nach Selektion des rekombinanten Virus 
unter Verwendung des Selektionsmarkers Guaninphosphoribosyltransferase(gpt) 
(9) (auch andere Selektionsmarker, wie z.B. das "Neomycin-, Hygromycin- oder 
Puromycin-Resistenzgen, sind ebenfalls dafur geeignet) haufen sich zirkulare 
Intermediate in infizierten Zellen an. Nach Isolierung und Elektroporation der 
zirkularen Intermediate in E coli ist das CMV-BAC der gesamten Gentechnolo- 
gie zuganglich, die in Verbindung mit E coli verwendet wird. Die Transfektion 
des mutierten BACs in eukaryontische Zellen sollte schlieftlich virale Mutanten 
rekonstituieren (Figur 1). 

Erzeugung rekombinanter Viren und BACs 

Wir konnten bereits friiher zeigen, da(J ein grower Bereich am rechten terminalen 
Ende des MCMV-Genoms nicht essentiell fur die Replikation in vitro ist (18). 
Daher wurde dieser Bereich fur eine Integration des BAC-Vektors und des Selek- 
tionsmarkers gpt (Figur 2) gewahlt. Urn zu untersuchen, ob die Integration des 
BAC-Vektors in das virale Genom in beiden Orientierungen moglich war, wurden 
zwei unterschiedliche Rekombinationsplasmide pRP2 und pRP3 hergestellt 
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(Figur 2). Fur die Herstellung des BAC-haltigen Virusgenoms wurde das rekom- 
binante Virus AMC95.21 verwendet, das eine lacZ-lnsertion im EcoRI-O-Frag- 
ment seines Genoms aufweist. Dies ermogiichte die Identifizierung von Integra- 
tionsereignissen, indem ein Screening auf weifte Plaques nach Farbung mit 5- 
Brom-3-chiorindolyl-p-galactopyranosid (X-Gal) durchgefuhrt wurde. Rekombi- 
nante Viren mit integrierten Vektorsequenzen wurden unter Verwendung des gpt- 
Markers angereichert. SchliefJIich wurde eine zirkulare Virus-DNA aus infizierten 
Zellen isoliert und in E. coli elektroporiert. 

Eine hohe Prozentzahl bakterieller Klone (ca. 80%) enthielten die erwarteten 
vollstandigen Plasmide. Im Vergleich mit aus MCMV-Virions isolierter DNA ent- 
hielten die BACs pSM3 und pSM4 zusatzliche EcoRI-Fragmente mit einer Lange 
von 22,9 bzw. 24,3 kb (Figur 3a), abhangig von der Orientierung des integrierten 
Vektors (Figur 2). Die zusatzlichen Banden ergaben sich aus der Fusion der 
terminalen EcoRI-Fragmente, was die zirkulare Natur der BACs (Figur 2) 
anzeigte; wie erwartet fehlt das 5,7 kb-EcoRI-O-Fragment in den BACs (siehe 
Figur 2 und 3a), und die Vektorsequenzen fuhrten zu einer Doppelbande bei 6,4 
kb (als v in Figur 3a bezeichnet). Bei dem BAC pSM3 war das 2,5 kb-EcoRI Z- 
Fragment urn 1 ,4 kb der gpt- und Vektorsequenzen vergroliert, was zu einem 
3,85 kb-Fragment fuhrte (Figur 3, Bande pSM3). Eine Southern-Blot-Analyse und 
Charakterisierung der BACs mit Restriktionsenzymen Hindlll, Xbal und BamHI 
(Daten nicht dargestellt) bestatigten die erfolgreiche Klonierung des gesamten 
Genoms dieser MCMV-Rekombinanten in E coli. 

Rekonstituieruna (Wiederherstellung) der Virusnachkommenschaft aus MCMV- 
BACs 

Die Transfektion der BACs pSM3 und pSM4 in embryonale Maus-Fibroblasten 
fuhrten zu der Entwicklung von Plaques. Neue Zeilen wurden mit dem Uberstand 
von pSM3 und pSM4 transfizierten Zellen infiziert. Gesamtzel!-DNA wurde 
isoliert, als die Zellen einen vollstandigen cytopathischen Effekt zeigten. Die 
EcoRI-Spaltung der isolierten DNA fuhrte zu einem ahnlichen Muster wie die 
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Spaltung der BACs pSM3 und pSM4 (vgl. Banden MC96.73 und MC96.74 in 
Figur 3b und Banden pSM3 und pSM4 in Figur 3a). DNA, die aus infizierten 
Zellen isoliert wird, enthalt zirkulare, konkatemare und lineare virale DNA, die 
bereits in Kapside verpackt war. Daher war die Menge der 22,9 und 24,3 kb- 
Fragmente, die sich aus der Fusion der terminalen EcoRI-Fragmente ergab, 
submolar (Figur 3b, Banden MC96 .73 und MC96.74). AuRerdem tauchten die 
terminalen EcoRI-Fragmente, die von linearen Genomen abstammten, wieder 
auf. Das terminate EcoRI-Fragment F (12,3 kb) wurde in dem Genom der 
Rekombinanten MC96.73 wie auch im Wildtyp MCMV entdeckt (Figur 3c, Spuren 
MC96.73 und wt). Bei der Rekombinanten MC96.74 war das terminate EcoRI- 
Fragment F urn eine 1,4 kb-Vektorsequenz (siehe Figur 2b) vergroliert, was zu 
einer Doppelbande bei 13,7 kb fuhrte (Figur 3c, Spur MC96.74). Verdau mit den 
Restriktionsenzymen BamHI und Xbal ergab alle erwarteten Banden (Daten nicht 
dargestellt). Damit wurde erreicht, dafl CMV-Rekombinanten aus einem grolien 
Plasmid ohne irgendeine Manipulation vor der Transfektion hergestellt werden 
konnea 

Beispiel 2: Konstruktion einer MCMV-ie1-Mutanten durch homologe Rekombina- 
tion in £ coli 

Urn die Wirksamkeit der gezielten Mutagenese in £ coli zu uberprufen, wurde 
eine kleine Mutation in die (immediate-early) (IE) Region des MCMV-Genoms 
eingefuhrt. Mindestens zwei alternativ gespleiftte Transkripte ergeben sich aus 
der IE-Region (Figur 4a), die das 89 kDa-ie1 -Protein und das 88 kDa-ie3-Protein 
kodieren (16). Aufgrund der komplexen Struktur der ie1/ie3-Transkriptionseinheit 
ist die Unterbrechung des ie1-Gens durch konventionelle Rekombinationsverfah- 
rens vermutlich schwierig zu erreichen, ohne dali die Expression des ie3-Gens 
beeinflulit wird. Daher war nicht bekannt, ob das MCMV-ie1 -Protein fur die Virus- 
replikation essentiell ist. Urn den ie1-Leserahmen (595 Kodons) zu unterbrechen, 
wurde eine Leserahmen-Mutation an einer Hindlll-Stelle in Exon 4 des ie1-Gens 
eingefuhrt. Die Mutation beendete den ursprunglichen Leserahmen nach Kodon 
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273 und erzeugte ein neues Stoppkodon nach zusatzlichen 9 Kodons (Figur 4a). 
Die Mutation wurde auf einem 7,4 kb-EcoRI-Hpal-Fragment (Figur 1a) konstruiert 
und anschlieliend auf das BAC pSM3 durch homologe Rekombination in E. coli 
unter Verwendung einer zweistufigen Austauschstrategie ubertragen (24, 25). 
Das Mutageneseverfahren fuhrte zu einem Verlust der Hindlll-K- und -L-Frag- 
mente und der Erzeugung eines neuen 15,2 kb-Fragments (Figur 4b). Die EcoRI- 
und BamHI-Muster der BACs waren unverandert (Oaten nicht dargestellt), was 
bestatigte. daft die BACs wahrend des Mutageneseverfahrens stabil blieben. Die 
Transfektion des mutierten BACs pSM4-ie in MEF fuhrte zu Plaquebildung. 
Gesamzell-DNA wurde aus infizierten Zellen isoliert und durch Hind-lll-Verdau- 
ung analysiert. Wie erwartet, waren die Hindlll-K- und -L-Fragmente durch das 
15,2 kb-Fragment im Genom des ie1-Mutantenvirus MM96.01 ersetzt worden 
(Figur 4c). Offensichtlich wurde die Mutation, die in das MCMV-BAC eingefuhrt 
worden war, nach Rekonstitution des Mutantenvirus beibehalten. 

Die Abwesenheit des ie1-Proteins in infizierten MM96.01 -Zellen wurde durch 
immunprazipitation bestatigt. Ein Antiserum, das gegen den Carboxyterminus des 
ie1-Proteins gerichtet war, spurte das ie1-Protein in Lysaten von MC96.73 infi- 
zierten Zellen auf, prazipitierte aber keine Proteine aus Lysaten von MM96.01 
infizierten Zellen (Figur 5a). Ein ie1/ie3-spezifisches Antiserum, B5/1 , (16, 28) 
spurte 2 Proteine von 89 und 88 kDa in Lysaten von MC96.73 infizierten Zellen 
auf und ein Protein von 88 kDa in Lysaten von MM96.01 infizierten Zellen 
(Figur 5b). In der MM96.01-Spur fehlte das 89 kDa-ie1 -Protein eindeutig und es 
wurde nur das 88 kDa-ie3-Protein nachgewiesen (Figur 5b). Eine langere Belich- 
tung des Autoradiogramms zeigte ein 36 kDa-Protein in MM96.01 infizierten 
Zellen (Figur 5c). Das anscheinende Molekulargewicht dieses Polypeptids stimmt 
mit der erwarteten Molekularmasse des verkurzten ie1 -Proteins und mit dem 
Wanderungsverhalten verschiedener mutierter ie1 -Proteine uberein (28). 
Wir schlossen daraus, daft das ie1 -Protein PP 89 fur eine Replikation des ie-Mu- 
tanten MM96.01 nicht notwendig ist. 
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Mutaaeneseverfahren 

Folgend den verdffentlichten Arbeitsvorschriften von O'Connor et al. (24) und 
Kempkes et al. (25) wurde die Mutagenese des MCMV-BACs durch homologe 
Rekombination in dem E co//-Stamm CBTS durchgefuhrt, der ein recA-Allel und 
einen temperaturempfindlichen Supressor tragt (25). Das BAC-pSM3 und das 
Shuttleplasmid pMieFS wurden aufeinanderfolgend in E. co//-CBTS elektroporiert 
und Klone, die Kointegrate enthielten, wurden bei 42°C auf Agarplatten mit Chlo- 
ramphenicol (12,5 ug/ml) und Tetracyclin (10 ug/ml) selektiert. Die Kointegrate 
wurden durch Restriktionsenzymanalyse auf die gewunschten Strukturen unter- 
sucht. Die Aufldsung der Kointegrate wurde durch Inkubation der bakteriellen 
Klone bei 30°C auf Agarplatten nur mit Chloramphenicol ermdglicht. Die Plas- 
mide wurden durch Screening von Tetracyclin-empfindlichen Klonen identifiziert 
und durch Hindlll-Spaltung analysiert, urn zu bestimmen, ob eine Mutation 
erreicht worden war, oder ob eine Ruckkehr zu der Elternsequenz aufgetreten 



war. 



Beispjel 3 : Rekonstitution des kompletten MCMV-Genoms in £ coli (Beispiel fur 
Insertion) und Exzision der Vektorsequenzen nach Transfektion der BAC- 
Plasmide in permissive Zellen. 

Dem MCMV BAC-Plasmid pSM3 (siehe Beispiel 1) fehlen konstruktionsbedingt 
8 kb des MCMV-Genoms. Urn MCMV-Mutanten generieren zu konnen, die auf 
dem vollstandigen MCMV-Genom basieren, wurde ein BAC-Plasmid konstruiert, 
das das vollstandige MCMV-Genom enthalt. Dazu wurden durch homologe 
Rekombination in £ coli die fehlenden 8 kb in pSM3 eingefugt. Das resultie- 
rende Plasmid erhielt den Namen pSM3FR (vgl. Figur 6). 

Zur Konstruktion des Shuttle-Plasmids wurde ein 10,9 kb Hindlll-Avrll-Fragment 
aus dem Hindlll E'-Fragment des MCMV-Stamms K181 (17) unter Verwendung 
eines Oligonukleotid-Adapters mit den Spaltstellen Xbal-Notl-BamHI-Spel- 
Hindlll-BamHI in das Plasmid pACYC184 (21) kloniert. AnschlieBend wurde ein 
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2.0 kb Notl-Xbal-Fragment (Homologie B in Fig. 6) aus dem Plasmid KSO-gpt 
(vgl. Beispiel 1) neben dem 10.9 kb Hindlll-Avrll-Fragment inseriert (unter Ver- 
wendung der Spaltstellen Notl und Spel im Bereich des Oligonukleotids; vgl. 
Fig. 6 Mitte „Shuttle-Plasmid u ). Das vollstandige Insert wurde dann als 12.9 kb 
Hindlll-Fragment in das Hindlll geschnittene Plasmid pMB096 (24) ligiert. Die 
Mutagenese wurde wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. 

Figur 7 zeigt die EcoRI-Spaltmuster der MCMV-BAC-Plasmide pSM3 und 
pSM3FR. Im Plasmid pSM3FR fehlt im Vergleich zu Plasmid pSM3 wie erwartet 
eine 3.8 kb EcoRI-Bande, und die 5.7 kb EcoRI 0- und die 2.5 kb EcoRI Z- 
Banden sind wie im MCMV wt-Genom wieder vorhanden (vgl. dazu die schemati- 
sche Darstellung der erwarteten Struktur der BAC-Plasmide pSM3 und pSM3FR 
in Fig. 6). Die EcoRI-Fragmente b, f und g sind ebenfalls in pSM3FR vorhanden 
(sie haben wegen ihrer geringen Grolie eine groliere Mobilitat in Agarose-Gelen 
und sind in dem in Fig. 7 abgebildeten Gelausschnitt nicht enthalten). 

Das BAC-Ptasmid pSM3FR enthalt also das gesamte MCMV-Genom und den 
BAC-Vektor pKSO-gpt flankiert von loxP-Stellen (schwarze Bereiche in Fig. 6). 

Bei der Insertion der fehlenden 8 kb wurde gleichzeitig ein 527 bp grolJes EcoRl- 
Avrll-Fragment links von den Vektorsequenzen miteingefugt, das rechts von den 
Vektorsequenzen schon vorhanden ist (schraffiert in Fig. 6). Dieser Bereich ist im 
BAC-Plasmid pSM3FR also doppelt vorhanden und flankiert die BAC-Vektor- 
sequenzen (grau markiert in Fig. 6). 

Identische Sequenzen sind Voraussetzung fur homologe Rekombination. Die 
Flankierung der BAC-Vektorsequenzen mit dem 527 bp Fragment wurde mit dem 
Ziel vorgenommen, nach Transfektion des BAC-Plasmids pSM3FR in permissive, 
eukaryonte Zellen die Vektorsequenzen durch homologe Rekombination heraus- 
zuschneiden. Im £ co//-Stamm CBTS (25) ist das BAC-Plasmid pSM3FR stabil, 
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da in diesem £ co//-Stamm wesentlich groliere homologe Bereiche benotigt 
werden, urn eine homologe Rekombination herbeizufuhren. 

Nach Transfektion des BAC-Plasmids pSM3FR in permissive embryonaie 
Fibroblasten (MEF) wurde eine spontane Exzision der Vektorsequenzen aus dem 
MCMV-BAC-Genom durch homologe Rekombination uber die 527 bp Sequenzen 
beobachtet. Nach wenigen Passagen des rekonstituierten Virus in diesen Zellen 
sind die Vektorsequenzen nicht mehr nachweisbar (weder durch Southern 
Blotting noch durch PCR). Der Vergleich des EcoRI-Spaltmusters des Wildtyp- 
MCMV-Genoms mit dem des MW97.01-Genoms (das aus dem BAC-Plasmid 
pSM3FR regeneriert wurde), last keine Unterschiede erkennen (Fig. 8). Da die 
eingefugten 8 kb dem Genom des MCMV-Stamms K181 entstammen und geringe 
Sequenzunterschiede (Polymorphismus) zu dem verwendeten Widtyp-MCMV- 
Stamm Smith aufweisen, konnen bzw. konnten wir jedoch eindeutig nachweisen, 
daft sich das MW97.01-Virusgenom von dem BAC-Plasmid pSM3FR ableitet. 

Offensichtlich werden MCMV-Genome, die die bakteriellen Vektorsequenzen 
verloren haben, wesentlich besser in Viruspartikel verpackt als MCMV-Genome 
mit Vektorsequenzen, da letztere ein uberlanges Genom besitzen. 

Flankierung des BAC-Vektors mit identischen Sequenzen kann also dazu ver- 
wendet werden, die Vektorsequenzen aus dem Virusgenom wieder zu entfernen. 
Dieses Verfahren scheint insbesondere geeignet, wenn es in Kombination mit 
dem Selektionsdruck gegen ein uberlanges Genom verwendet wird. Das Verfah- 
ren ist eine Alternative zum Herausschneiden der Vektorsequenzen mit Rekom- 
binase Cre (vgl. Beispiel 4). 

Das von dem MCMV-BAC-Plasmid pSM3FR abgeleitete Virus MW97.01 wurde 
bezuglich seiner Virulenz in neugeborenen Mausen mit dem MCMV-Wildtyp- 
Stamm Smith verglichen. Figur 9 zeigt identische Uberlebensraten von Mausen, 
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die mit MW97.01 bzw. MCMV wt Smith infiziert wurden. Die Virus-Titer in ver- 
schiedenen Organen waren ebenfalls vergleichbar hoch (Daten nicht gezeigt). 
Das Virus MW97.01 weist also die gleichen biologischen Eigenschaften wie das 
Wildtyp-MCMV-Virus auf. Dies zeigt, dad die Passagierung des MCMV-Genoms 
in £ coli nicht zu spontanen Veranderungen des MCMV-Genoms und der biolo- 
gischen Eigenschaften des regenerierten Virus fuhrt. 

Beispieli- Klonierung des Genoms eines Gammaherpesvirus (murines Gamma- 
herpesvirus 68 - MHV 68 -) als infektioses bakterielles kunstliches Chromosom 
(BAC) in E. coli und Rekonstitution von MHV 68-Viren. 

Dieses Beispiel zeigt exemplarisch die Klonierung eines Gammaherpesvirus- 
Genoms Das Maus-Gammaherpesvirus 68 (MHV 68) ist ein naturliches Patho- 
gen fur Mause und zeigt in seiner Biologie und in seiner Genom-Organisat.on 
Ahnlichkeiten zu den humanen Herpesviren Epstein-Barr-Virus und HHV8 (29). 
,nfektion der Maus mit MHV 68 ist deshalb ein hervorragend geeignetes Modell- 
System urn die Pathogenese von Gammaherpesvirus-lnfektionen zu untersu- 
chen Das Genom des murinen Gammaherpesvirus 68 (MHV 68) entha.t an 
seinem Ende eine wechselnde Zah. von termina.en Repeats (TR; Fig. 10 oben). 
Das MHV 68-Genom kann Insertionen durch eine geringere Zahl an term.nalen 
Repeats kompensieren. Vor kurzem wurde gefunden, daB Insertionen am l.nken 
Genomende von MHV 68 durch einseitiges Crossing over mit dem linearen 
Virusgenom mdglich sind (30). Deshalb wurden die BAC-Vektorsequenzen durch 
einseitiges Crossing-over am linken Ende des Genoms eingefugt. 

Zur Konstruktion des Rekombinationsplasmids wurde ein 1 .5 kb gro&es EcoRI- 
Fragment vom linken Ende des Genoms durch PGR mit MHV 68-DNA als 
template generiert und in die EcoRI-Schnittstelle des Plasmids P MHV3 klon.ert 
(ein P K18-Derivat, dessen Polylinker zuvor durch Insertion eines Oligonukleot.ds 
m0 dif.ziert wurde (neue Spa.tste.len: Mlu.-Not.-Avrll-SgrA.-Pacl-SgrAI-EcoRI- 
ApaLI-Mlu.)) (pK18 ist ein Derivat von pUC18. das anste.le des Ampicil.in-Res.s- 
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tenz-Gens eine Kanamycin-Resistenz-Gen enthalt). Dann wurde uber eine Pacl- 
Schnittstelie links von dem EcoRI-Fragment der BAC-Vektor pKSO-gpt (vgl. 
Beispiel 1) eingefugt (vgl. Figur 10; 3. Zeile: ..Recombinationsplasmid"). SchlielJ- 
lich wurde unter Verwendung eines Mlul-Pstl-Adapters ein 1.6 kb grofies Nsil- 
Mlul Fragment des Plasmids EGFP (Clontech), das den HCMV major immediate- 
early Promoter, die kodierende Sequenz fur das Green fluorescent Protein (gfp) 
und das SV40-polyA-Signal enthalt, in eine Nsil-Schnittstelle zwischen BAC- 
Vektorsequenzen und der rechten loxP-Stelle kloniert (vgl. Fig. 10; 
,,Recombinationsplasmid u ). 

Funf \xg des Rekombinationsplasmids wurden zur Freisetzung des Inserts (loxP- 
gpt-BAC-Vektor-gfp-loxP-homologer Bereich) mit Mlul gespalten. Das Insert 
wurde zusammen mit ca. 2 - 5 |ig viraler MHV 68-DNA (isoliert aus MHV 68 infi- 
zierten BHK-21 Zellen) in BHK-21 Zelten elektroporiert Rekombination zwischen 
den homologen Sequenzen des linearen MHV 68-Genoms und des Rekombina- 
tionsplasmids (grau in Fig. 10; 2. und 3. Zeile) sollte zur Insertion des BAC- 
Vektors und zur Bildung des rekombinanten Virus-Genoms fuhren (4. Zeile in 
Fig. 10). Ligation des rechten Genom-Endes (mit den terminalen Repeats) an das 
linke Genom-Ende (das jetzt den BAC-Vektor enthalt) fuhrt zur Biidung eines 
zirkularen MHV 68-BAC-Genoms f das aus infizierten Zellen isoliert, in £ coli 
elektroporiert und schlie&lich in £ coli als BAC-Plasmid propagiert werden kann. 

Nach Elektroporation von viraler DNA und Rekombinationsplasmid in die BHK-21 
Zellen entstanden Plaques. Nach Erreichen eines kompletten cytopathischen 
Effekts wurde das Virus auf neue BHK21 -Zellen ubertragen und einer Selektion 
mit Xanthine (25 jaM) und Mycophenolsaure (100 ^M) unterzogen (9,11). Dies 
sollte zur Anreicherung von Viren fuhren, die das BAC-Plasmid mit dem Selek- 
tionsmarker gpt in ihr Genom integriert haben. Im Fluoreszenz-Mikroskop 
konnten grun-gefarbte Zellen nachgewiesen werden, ein Hinweis auf die Integra- 
tion und Expression des gfp-Gens. Nach drei Selektionsrunden mit Xanthine und 
Mycophenolsaure wurde zirkulare MHV 68-DNA aus infizierten BHK 21 -Zellen 
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isoiiert in E coli DH10B elektroporiert und auf Agarplatten mit Chloramphenicol 
'(12.5 ug/ml) ausplattiert (vgl. Beispiel 1). Plasmid-lsolierung mit anschlieliendem 
Restriktionsverdau fuhrte zur Identifizierung eines E co//-Klons, der ein BAC- 
Plasmid mit vollstandigem MHV 68-Genom enthalt. 

Restriktionsverdau des MHV 68-BAC-Plasmids mit EcoRI zeigt im Vergleich zu 
EcoRI gespaltener MHV 68-Wildtyp-Virus-DNA eine Doppelbande bei 7.4 kb und 
eine zusatzliche Bande bei ca. 20 kb (Fig. 11; vgl. Spur MHV 68-BAC-Plasmid 
mit Spur MHV 68-wt-Virus; Unterschiede sind mit schwarzen Pfeilsp.tzen mar- 
Kiert) Die zusatzliche 7.4 kb Bande (die zur Bildung der Doppelbande fuhrt) ent- 
stammt dem BAC-Vektor-Antei. und die zusatzliche ca. 20 kb grofce Bande resul- 
tiert aus der zirkularen Natur des Plasmids (wahrend die ca. 20 kb groKe Bande 
in Spur MHV 68-wt-Virus fehlt, da es sich bei der MHV 68-Virus-DNA uber- 
wiegend urn lineare Genome handelt; vgl. schematische Darstellung des 
MHV 68-BAC-P.asmids in Fig. 10 unten). Restriktionsverdaus des BAC-Plasm.ds 
m anderen Restriktionsenzymen bestatigten die erwartete Struktur des MHV 68- 
BAC Plasmids. 

Transfektion des MHV 68-BAC-Plasmids in BHK 21-Zellen fuhrte zur Plaque- 
Bildung Dies zeig.. dad das MHV 68-BAC-Plasmid .infeWios" 1st. alle essen.,el- 
,en Gene enthalt und da* wahrend der Propagierung des Plasmids ,n £ col, 
keine unerwunschten Mutationen eingetreten sind. Infizierte Zellen zeigten ,m 
Fluoreszenz-Mikroskop eine grune Farbung. d.h. das gfp-Gen is. «ie erwartet ,m 
Genom der rekonstituierten V.ren erthalten. DNA des MHV 68-BAC-Virus «urde 
aus Wzierten Zellen isoiiert. mi. EcoRI verdau. und in einem ^os^ge- 
trenn. (Fig 1 1 . Spur .MHV 68-BAC-Virus-). Oas EooRI-Spal.mus.er der MHV 68- 
BAC V,rus-DNA is. wie erwartet im wesentlichen identisch mit dem EcoRI-Spall- 
mus ter der MHV 68-w.-Virus-DNA (Fig. 1 1 ); die ca. 20 kb groKe EooR.-Bande ,st 
verschwunden, da die aus inf,zierten Zellen isolierte MHV 68-BAC-Virus.Dr4A 
ebenfalls uberwiegend lineare Genome umfattt. 
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Figur 12 zeigt einen Vergleich der Waehstumskinetik von MHV-Wildtyp-V,rus und 
MHV 68-BAC-Virus. BHK-21 -Zellen wurden mil einer moi von 0.01 infiziert und 
der Anstieg des Virus-Tilers wahrend der folgenden 4 Tage beslimmt. 

Die Waehstumskinetik der beiden Viren ist idenfisoh; ein weiterer Neehweis, dad 
das MHV 68-BAC-Genom fur alle Virus-Funktionen kodiert- und datt die Vermeh- 
rung des MHV 68-BAC-Genoms in E. col moglich ist. 

Die BAC-Vektorsequenzen (mil dem gpt- und dem gfp-Gen) lessen sich mil Cre- 
Rekombinase (22) uber die loxP-Ste„en aus dem MHV 68-BAC-Genom wieder 
entfernen (vgl. Fig. 10). Dadurch HOt sich ein MHV 68-Genom generieren. das 
bis auf sine loxP-Stelle identisch mil dem Wildtyp-MHV 68-Genom ist. Durch 
Passagierung des MHV 68-BAC-Virus in einer Zellinie, die Cre-Rekomb,nase 
exprimiert, wurden die BAC-Vektorsequenzen delatiert. Mi. den resuKerenden 
Viren infizierte Zellen zeigten keine Grun-Farbung, ein Beweis, daft d,e BAC- 
Vektorsequenzen einsehlieRlich des gfp-Gens delefiert wurden. 

Wonierung des Genoms des HCMV-Laborstamms AD169 als infektib- 
^Irielles kunstliches Chromosom (BAC) und Rekonsfitution von Cyto- 
megaloviren aus transfizierten HCMV-BAC-Plasmiden 

Fur die insertion des BAC-Vektorswurde der Bereieh zwisohen den Genen US1 
und US7 in der Unique-short (Us)-Region des HCMV-Genoms 
pekann, war. da R dieser Bereioh Gene enrr* die for die Replikafion von HCMV 
in Zellkultur nioht essenfiell sind (31 ). Zur Konstruktion eines Rekombmafons- 
1 ^ds wurde ein 4,5 kb Saei-Fragmen, (Hukieofide 192648 bis 1 97398 des 
Genoms des HCMV-Laborstamms AD169; (3) in das Plasmid pGEM3Zf 
(Promega) kloniert. Ansohiiedend wurde ein 2.7 kb Nhe.-PshAI-Fragmen. inner- 
nalb des 4 75 kb Saol-Fragments delefiert und das gp.-Gen (unter Kontrolle des 
Herpes simplex virus Typ1-Thymidinkinase-Promo.ers und gefolgt von dem 
SV40- P olyA-Signal. (9. 1 1) sowie ein Oiigonukleottd-Adapter mil einer Paol- 
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Schnittstelle eingefugt (Fig. 13). SchlieBlich erfolgte die Insertion des BAC- 
Vektors pKSO (vgl. Beispiel 1) in die Pacl-Schnittstelle (Fig. 13). Das Rekombi- 
nationsplasmid weist an seinem linken Ende 712 bp und am rechten Ende 1355 
bp an homologen Sequenzen zum HCMV-Genom im Bereich der US1- bzw. US7- 
Gene auf (vgl. Fig. 13 Mitte). Vor der Elektroporation wurde das Rekombina- 
tionsplasmid mit dem Enzym Xcml im Bereich des Plasmid-Ruckgrates lineari- 
siert. 

Ca. 30 pg des linearisierten Rekombinationsplasmids wurden in humane Vor- 
haut-Fibrobiasten (HFF) elektroporiert (Biorad-Elektroporator: 250 V, 960 jjF). 
Ca. 24 Stunden nach Elektroporation wurden die HFF-Zellen mit dem HCMV- 
Laborstamm AD 169 mit einer moi von 1 infiziert. Nach vierstundiger Adsorption 
des Virus wurden die Zellen gewaschen und neues Medium zugegeben. 
Anschlieftend wurden die Zellen bei 37°C und 5% C0 2 so lange weiterkultiviert, 
bis ein vollstandiger cytopathischer Effekt eingetreten war. Der virushaltige Zell- 
kulturuberstand wurde dann auf neue HFF-Zellen ubertragen und rekombinante 
Viren durch Selektion mit Mycophenolsaure (100 pM) und Xanthin (25 pM) ange- 
reichert (9, 11). Bei Eintritt eines vollstandigen cytopathischen Effekts wurde das 
Virus wiederum auf neue HFF-Zellen passagiert und einer weiteren Selektions- 
runde unterzogen. Nach der 3. Selektionsrunde wurde zirkulare Virus-DNA mit 
dem Hirt-Verfahren (18; vgl. Beispiel 1) aus den infizierten Zellen isoliert und in 
£ coli DH10B elektroporiert wie in Beispiel 2 beschrieben. 

Die Unique-long (UL)-Region und die Unique-short (Us)-Region des HCMV- 
Genoms konnen ihre Orientierung durch Inversion an den internen und termina- 
i en Repeats (offene Rechtecke in Fig. 13) relativ zueinander andern (3). Nach 
Integration des BAC-Vektors an der erwarteten Position in der Us-Region (vgl. 
Fig. 13 unten) werden zwei unterschiedliche isomere Formen des HCMV-BAC- 
Genoms erwartet, die sich durch Restriktionsverdau mit Hindi 1 1 unterscheiden 
lassen (Fig. 14). 
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Durch Plasmidisolierung mit anschlieUendem Hindlll-Restriktionsverdau wurden 
E co//-Klone identifiziert, die BAC-Plasmide mit dem HCMV-Genom enthalten 
und es wurden HCMV-BAC-Plasmide mit den beiden unterschiedlichen isomeren 
Formen gefunden (Fig. 15). Prototypen sind die beiden BAC-Plasmide pHB5 und 
pHB8 (Fig 15). pHB5 weist Hindlll-Fragmente von 17.5 und 35 kb auf, wahrend 
pHB8 mit Hindlll-Fragmenten von 22.1 und 30.3 kb die andere Orientierung zeigt. 

Transfektion von pHB5 und pHB8 mit Superfect (Qiagen, Hilden, Germany) in 
HFF-Zellen bzw. MRC5-Fibroblasten fuhrte nach ca. 10 bis 14 Tagen zur 
Plaquebildung. Die HCMV BAC-Plasmide wurden zusammen mit einem Plasmid 
transfiziert, das das CMV-Protein pp71 exprimiert, da bekannt ist, daft pp71 die 
Infektiositat viraler DNA erhoht (37). Pro Kulturschale (Durchmesser 6 cm) 
wurden 0.5 - 3 \xg HCMV-BAC-Plasmid und 1 |jg des pp71-Expressionsplasmids 
kotransfiziert. Virale DNA wurde aus pHB5-BAC-Virus infizierten und zum Ver- 
gleich aus HCMV-Laborstamm AD169 infizierten Zellen isoliert (vgl. Beispiel 1), 
mit EcoRI verdaut und in 0.5%igen Agarose-Gelen aufgetrennt (Fig. 16). Dem 
pHB5-Genom fehlt im Vergleich zum HCMV-AD169-Genom ein 1 19 kb EcoRI- 
Fragment, dafur besitzt das pHB5-Genom neue EcoRI-Fragmente von 8.9, 5.8 
und 2.0 kb (vgl. Fig. 13, Mitte und unten). 

Die zusatzliche 2.0 kb EcoRI-Bande im pHB5-Genom ist in Figur 16 gut zu er- 
kennen. Die zusatzlichen 5.8 und 8.9 kb-EcoRI-Banden und das Fehlen der 1 1 .9 
kb-EcoRI-Bande wurde durch Southern-Blotting bestatigt. Das pHB5-Genom 
weist also die erwartete Struktur auf (vgl. Fig. 16). Das pHB8-Genom wurde in 
ahnlicher Weise charakterisiert und zeigte ebenfalls die erwartete Struktur. 

Das Genom des HCMV-Laborstamms AD169 konnte nach Insertion des BAC- 
Vektors zwischen den US1- und US7-Genen als BAC-Plasmid in E coli kloniert 
werden. Es wurden beide zu erwartenden isomeren Formen gefunden. Aus 
beiden Konformationen konnten nach Transfektion in permissive humane 
Fibroblasten infektiose Viren rekonstituiert werden. 
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Beispjel6: Mutagenese des HCMV-BAC-Plasmids pHB5 und Herstellung von 
HCMV-Mutanten. 

Um zu zeigen, dali sich mit dem Verfahren HCMV-Mutanten herstellen lassen, 
wurden 380 bp in Exon-3 des HCMV-UL37-Gens (3) deletiert und durch eine 2.6 
kb Tetrazyklin-Kassette (32) ersetzt. Fur die Mutagenese wurde folgendes 
Rekombinationsplasmid konstruiert: Ein 9.7 kb Bglll-Fragment aus dem 
HCMV AD169-Genom (Genompositionen 47366-57120; 33, 3) wurde in e.n 
pBluescript-Derivat kloniert (dessen Polylinker durch Insertion eines Oligonukleo- 
tids zuvor modifiziert wurde und eine Bglll-Schnittstelle enthielt). Dann wurde e,n 
380 bp SnaBI-Fragment aus dem 3. Exon des UL37-Gens herausgeschnitten und 
eine 2 6 kb Tetrazyklin-Kassette eingefugt (vgl. Fig. 17 
Recombinationsplasmid"). Schlie&.ich wurde das 8.9 kb Bglll-Dra.-Fragment ,n 
"das BamH.-Smal-geschnittene Shutt.e-Plasmid P ST76K_SacB transferiert 
(Fig 18) DasShuttle-PlasmidpST76K_Sa C B isteinDerivatdesPlasm.ds 
PST76K (34) P ST76KSacB (Fig. 18) enthalt zusatzlich zum Kanamyan-Res.s- 
tenz-Gen und dem temperatur-sensitiven Replikationsmechanismus den Negat.v- 
Selektionsmarker SacB, der eine Selektion gegen das P.asmid auf Agarplatten 
mit 5% Saccharose ermoglicht. 

Die Mutagenese erfolgte ahnlich dem in Beispiel 2 beschrieeenen Verfahren (vgL 
Fig 19) Das HCMV-BAC-Plasmid pHB5 und das Rekombinationsshuttle-Plesmrd 
wurden nacheinander in E cofi CBTS (25) elektroporiert. Zur Bildung von Kornte- 
oratenwurden die Klone bei 30'C auf Agarplatten mit Cttloramphentcol (12.5 
pgM) und Kanamycin (50 pg/ml) gehalten. da der CBTS-Stamm nur bei 30'C 
das fur die Rekombination essentielle reoA-Protein exprimiert (25). Klone. in 
denen sioh Kointegrate gebildet hatten. wurden bei 42°C auf Agarplatten mrt 
Chlorampheniool (12.5 pg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml) selektiert. AuHOsung der 
Kointegrate wurde duroh tnkubation der bakterieilen Klone bei 30-C auf Agar- 
platten ermoglicht. die nur Chloramphenicol enthieiten (bei 30-C wird recA ■ 
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exprimiert siehe oben). Zur Identfizierung von Klonen, in denen sich das Kointe- 
grat aufgelc-s. hatte, warden die bakteriellen Klone auf Agarplatten mil Chloram- 
phenicol (12,5 ug/ml) und 5% Saccharose ausgestrichen und 1,5-2 Tage be, 
30'C inkubiert. Baktehen, die das Kointegrat noch enthalten und somit das SacB- 
Prolein exprimieren, konnen auf diesen Platten nicht wachsen (Negativ-Selek- 
tionV wanrend dies fur Klone mil aufgelostem Kointegrat moglich 1st. D,e Auf- 
,osung des Kointegrates wurde dutch Prufung auf KanamycirvEmpf,ndlichke,t 
uberprflf. Die Negativ-Selektion mil Hilfe des SacB-Gens auf saccharose+alb- 
gen Agarplatten stellt im Vargleich zu dem in Beispiel 2 beschriebenen Verfahren 
Ln wesentlichen Fortschrit. dar. da Klone mi. aufgelostem Kointegrat sofort zu 
identifizieren sind. 

K,one die das mutante BAC-Plasmid enthalten, wurden schlieftlich aufgrund 
ihre r Tetrazyklin-Resistenz identified (Inkubafion auf Platten mi. Chloramphen, 
col (12,5 ug/ml) plus Tetrazyklin (10 pg/ml)). 

Das BAC-Plasmid aus einem der ,etrazyklin-resis.en.en Klone wurde isoliert, mi. 
EcoRI verdaut und das Spa,.mus.er mi. dem EcoRI-Verdau des Ausgangs- 
plasmids pHB5 verglichen (Fig. 20). Das EcoRI-Spaltmuster der beiden BAC- 

muti erten Bereichs erfolgten keine Veranderungen. Wie envartet. ,st ,n BAC- 
P ,asmid pHB98/1 eine 6.38 kb Bande verschwunden. Dafflr entstehen zwe, neue 
^-Banden von 4,88 und 3,70 kb (siehe Fig. 20), da die inserierte Te,razvk„n- 
Kassette eine zusatzliche EcoRI-Spaltstelle anthalt (vgl. Fig. 17 unten). 

Das Beispie, zeigt, daB das HCMV-BAC-Plasmid geziel. mutierf warden kann und 
da B das Verfahren geeignet ist, mutante HCMV-Genome herzustellen. 

nas mutierte HCMV-BAC-Plasmid pHB9B/1 wurde zusammen mi. einem p P 71- 
Expressionsplasmid in MRCS-Zellen transfiziert und fuhrfe zur Plaquebildung. 
Das pHB98/1-BAC-Plasmid is. also infektibs und fohrf nach Transfektion in per- 
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mis sive Zelien zur Bildung von mu.an.en Wen. Folglieh is. dee UL37-Gen Or die 
Replikation von HCMV nicht essentiell. 

Die Te.razyKlin-Kasse.te kann naoh der Mutagenese durch Expression der FRT- 
spezifischen PLP-Rekombinase in dem BAC-haltigen £ oo«.on wieder ele- 
L warden da die Te.razvklin-Kasse.te nor benuM wurde. um die mu.an.en 

^n-Kassette is. nicn. essen.ie.1 (vg,. Beispie, 2). un.er dem genannten 

P.asmid PCP20 (32) in E c*Bak,enen trans.om.iert, d,e das P HB98/1 BAG 
P a mid enthieiten. pCP20 ve rt Ug. »er einen .empera.ursensi.iven Rep,,ka- 
r— s und expPmier. die PuP—a ( ^e = der 
Te.razyklin-Kasse..e erfolgte wahrend der lnkuba.,on der £ coA-Baktenen 

^^^^^^ 

BAC-Plasmid herausgesohnitten warden war. Isokerung der BAC-Plasm.de un 
^a mTecoR. zeig,e eina zus^iohe 6.0 kb EooRi-Bande und dan Verius. 
d 3 u d 4 88 kb EooRi-Bandan und bestatigte somi. das erfoigre.ohe Aus- 
::: e Ller Ta,azyk,in-Kasse«e ( sieba Pigur 17 u,en sowie Figur 20. Spur 

pHB/FLP). 

BeisEieil: ™rek.e Transposon-Mu.agenese des infektiosen MCMV-BAC 
Plasmids 

Transposons sind "springende" genetische Elementa. die vorwiegend in Bak.e- 
Tnln warden Sie en.hai.en in der Regel die for die Transpose no«- 
r,e " TtZ^l ein Oder mebrere Resis,enz-Gene. Modif,zier,e Trans- 

============== 
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unterbreohen daduroh den oflenan Leseranmen das Gens an dar ,nsani 0 nss«a„a. 

Mutagenese-Varfanren wwde hiar erstnta.s fur dia diretta Mutagenese 
von BACs verwendet. 

BasierendaufdemTransposonlnMaxB. einem Derive, von TM721 ,35)wttrde 

P Lid pST76A-TnMax8 konstruie rt . Dazu wurda pTn M axB ,an.haU e,n 
"n-Resiatanzgan, und der Vektor P ST76-A (34, mi. darn Res.nkt.ons- 
"p st , Knearisiar. und durch Ugation zu P ST76A-Tn M ax8 fus,on,art 
Z Z Diesas Plasmid basi*. ainan tempera.ursensi.iven Rep,ika„ons- ^ 
h lus der as ihm edaub, bai 30X in E co»zu repKzieran. ni=h„adoch 
mechanismus, der es mm ,„„ en(lse des MC MV-Genoms warden 

h»i42'C FardiedirekteTransposon-MutegenesedesMOMv 

oHs! Bawl" mi t dan, MCMV-BAC und P ST76A-TnMa>8 transformed und be 
° H5a ™" in 21b, Eina Transposition des Transposons findet naeh fnduk- 
^T';" lie s n^e Oder auch spontan sta, Warden diese Bavarian 

Tl, und Kanamyein inkubiert, so wachsen nur dieienigen BaK.er.en zu 

HnResis.enz0bartragenwurde(Fig.21b).DasPlasm,dpST76A- 
Kana m yo,n-Res, «nz u J Replika ,ions m e=hanisn,us be, 

H»™nol selektiert. Aufgrund der hohan Praferenz der Tn1721 -Danvate 
in das BAC. nur saltan in das bakterielie Ganont. 

n . p r . haraWeri siarung einer MCMV-Transposon-Mutante soli hiar axantplansch 
Tito ZL MCMV-KnS dantonstriar, warden: Urn die ,nse rt ionss,e,,e das 
1 T£ einzugranzan, kann man Veranderungen das Rastriktions- 
TranSP I « svlu (bier nti, Hind,,,, und Gaieiektropborasa anaiy- 
M I iT*. -* ntan in, Vergieioh zun, MCMV-Witdtyp (wt) a,n 
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Subfragmente von ca. 6,4 und 3,1 kb unterteilt (Fig. 22, Fig. 23a). Zusatzlich 
erkennt man im Hindlll-Verdau eine Transposon-spezifische Bande von 1 ,8 kb 
(Fig. 23a). Durch direkte Ansequenzierung des Klons MCMV-Kn5 mit Primern, 
die an den Enden des Transposons binden, konnte die Insertionsstelle etwa bei 
Nukleotidposition 198900 lokalisiert werden (Figur 23b zeigt ein Alignment der 
erhaltenen Sequenz mit dem MCMV-Genom). Dies entspricht einer Insertion in 
das Gen ml 41 (Fig. 22). 

Durch Transfektion von MCMV-Kn5-DNA in NIH-3T3-Fibroblasten wurde infektio- 
ses Virus rekonstituiert. Bei diesem Virus ist das m141-Gen durch die Insertion 
des Transposons inaktiviert. Dies konnte durch Restriktionsverdau isolierter 
Virus-DNA gezeigt werden, wobei sich die gleiche Veranderung wie in Figur 23a 
zeigte. Damit wurde gleichzeitig nachgewiesen, dali das Gen m141 nicht essen- 
tiell fur das Virus ist. 

Das oben beschriebene Verfahren wurde auch schon erfolgreich zur Mutagenese 
des klonierten HCMV-Genoms angewandt (Daten nicht abgebildet). Zusatzlich zu 
dem Transposon-Vektor pST76A-TnMax8 wurden weitere Derivate mit Tetrazy- 
klin- und Erythromycin-Resistenzgenen konstruiert. Damit lassen sich durch 
sequentielle Transposon-Mutagenese Mutanten mit zwei Oder drei Gen-knock- 
outs herstellen. Auch andere Transposons konnen in ahnlicher Weise fur die 
direkte Mutagenese von klonierten Virusgenomen herangezogen werden. 

Durch Veranderung des verwendeten Transposons lassen sich zusatzlich weitere 
Funktionen einfugen: So kann man durch Einfugen eines Indikator-Gens (z.B. 
IRES-EGFP) die temporale Expression der ausge'knock'ten Gene verfolgen. 
Durch Einsetzen von Sequenz-'Tags" in das Transposon lassen sich auch Viru- 
lenzgene in vivo identifizieren (36). 



Beispiel 8 : Klonierung des Genoms des HCMV-Stamms Toledo als bakterielles 
kunstliches Chromosom (BAC) 
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Der HCMV-Stamm Toledo verfugt im Vergleich zu dem Laborstamm AD169 uber 
mindestens 1 9 zusatzliche Gene (4). Der Stamm Toledo hat hohe Ahnlichkeit zu 
HCMV-Patientenisolaten und stellt den Prototyp eines HCMV-Wildtyp-Stamms 
dar (4). Es war deshalb wichtig zu zeigen, dali sich Genomsequenzen aus einem 
HCMV-Patientenisolat zur Herstellung des erfindungsgemalien rekombinanten 
Vektors ebenfalls eignen. 

Fur die Herstellung des Toledo-BAC-Plasmids wurde das in Beispiel 5 beschrie- 
bene Rekombinationsplasmid verwendet. Wie in Beispiel 5 beschrieben wurden 
ca. 30 pig des Xcml-linearisierten Rekombinationsplasmids in humane Vorhaut- 
Fibroblasten elektroporiert. Ca. 24 Stunden nach Elektroporation wurden die 
HFF-Zellen mit dem HCMV-Stamm Toledo mit einer moi von 1 infiziert. Das 
Anreicherungsverfahren mit Mykophenolsaure und Xanthin wurde wie in Beispiel 
5 beschrieben durchgefuhrt. Schlieftlich wurde zirkulare Virus-DNA aus den infi- 
zierten HFF-Zellen isoliert und in E. coli DH10B elektroporiert. Dann wurde 
Plasmid-DNA aus mehreren bakteriellen Klonen isoliert, mit EcoRl verdaut und 
das Spaltmuster mit dem EcoRI-Spaltmuster der Toledo-Virus-DNA verglichen 
(Figur 24). Das Spaltmuster der BAC-Klone ist weitgehend identisch mit dem der 
Toledo-Virus-DNA, d.h. die BAC-Plasmide enthalten bis auf die Integrationsstelle 
des BAC-Vektors im US2-US6-Bereich das vollstandige Toledo-Genom. Das 
EcoRI-Muster der verschiedenen BAC-Plasmide zeigt geringe Unterschiede ein- 
zelner Fragmente im Bereich zwischen ca. 9,5 und 13 kb. Dieser Polymorphis- 
mus erklart sich zum einen durch die unterschiedlichen isomeren Formen der 
HCMV-Toledo-Genome (vgl. Beispiel 5 und Figur 14), zum anderen kann auch 
die Zahl der a-Repeats variieren (3), wodurch sich die Lange einzelner EcoRI- 
Fragmente andert. Figur 25 zeigt die Hindlll- und Xbal-Spaltmuster einiger 
Toledo-BAC-Plasmide. Auch diese Muster sind bis auf die Grofte einiger weniger 
Fragmente identisch. 

Das Beispiel zeigt, dalX sich das Verfahren zur Herstellung des erfindungs- 



WO 99/06582 



37 



PCT/EP98/04816 



gemaden rekombinanten Vektors fur die Klonierung von Genomsequenzen ver- 
schiedener HCMV-Stamme, einschlielilich HCMV-Patientenisolate) eignet. 
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Patentanspruche 

1 . Rekombinanter Vektor, der infektidse virale Genomsequenzen mit einer Grofte 
von mehr als 100 kb, vorzugsweise von mehr als 200 kb, sowie Sequenzen eines 
Kionierungsvehikels enthalt. 

2. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft die 
viraien Genomsequenzen von einem DNA-Virus stammen. 

3. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viraien Genomsequenzen von einem Herpes-Virus stammen. 

4. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
virale Genomsequenzen von einem Betaherpesvirus stammen. 

5. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viraien Genomsequenzen vom menschlichen Cytomegalievirus stammen. 

6. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
viraien Genomsequenzen vom Maus-Cytomegalievirus stammen. 

7. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
virale Genomsequenzen von einem Gammaherpesvirus stammen. 

8. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
virale Genomsequenzen vom murinen Gammaherpesvirus 68 (MHV 68) 
stammen. 

9. Rekombinanter Vektor nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft das Klonierungsvehikel ein low-copy-PIasmid 
ist, vorzugsweise ein Mini-F-Plasmid-Derivat. 
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10. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Mini-F-Plasmid-Derivat ein kunstliches zirkulares Chromosom, vorzugsweise ein 
bakterielles kiinstliches Chromosom (BAC), ist. 

1 1 . Rekombinanter Vektor nach einem Oder mehreren der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichenet, daft die Sequenzen des Kbnierungsvehikels von 
identischen Sequenzabschnitten flankiert sind. 

12. Rekombinanter Vektor nach einem Oder mehreren der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dali die Sequenzen des Klonierungsvehikels von 
Erkennungssequenzen fur sequenzspezifische Rekombinasen und/oder von 
Restriktionsschnittstellen flankiert sind, die im restlichen Vektor nicht vorkommen. 

13. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Erkennungssequenzen fur sequenzspezifische Rekombinasen loxP-Stellen sind. 

14. Rekombinanter Vektor nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft zusatzlich Seiektions- und/oder Markergene 
enthalten sind. 

15. Zelle, enthaltend einen rekombinanten Vektor nach einem der Anspruche 1 
bis 14. 

16. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Vektors gemaft einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 14, dasfolgende Schritte umfaBt: 

a) Einbringen einer Sequenz (1), enthaltend Sequenzen eines Klonierungsvehi- 
kels, in eine Zelle, die infektiose virale Genomsequenzen enthalt, und 

b) Rekombinieren der Sequenz (1) aus Schritt a) mit den viralen Genomsequen- 
zen, vorzugsweise uber homologe Rekombination, zum Erhalt eines rekombi- 
nanten Vektors. 
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17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daft als Zelle in Schritt 
a) eine eukaryontische Zelle verwendet wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dali die eukaryonti- 
schen Zellen Saugerzellen, vorzugsweise primare Fibroblasten, humane Vor- 
hautfibroblasten (HFF), Oder embryonale Maus-Fibroblasten sind. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daft die eukaryonti- 
schen Zellen NIH3T3-Fibroblasten sind. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Sequenz (1) durch ein Calciumphosphat-Prazipitations-, ein Lipofektions- 
oder ein Elektroporationsverfahren in die Zellen eingebracht wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Sequenz (1) durch einen weiteren viralen Vektor in die Zellen eingebracht 
wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dad als Zelle in Schritt 
a) ein bakterieller Organismus, vorzugsweise E co//, verwendet wird. 

23. Verwendung eines rekombinanten Vektors nach einem Oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 14 zur Mutagenese der darin enthaltenen infektiosen viralen 
Genomsequenzen. 

24. Verfahren zur Mutagenese von in einem rekombinanten Vektor gemaft einem 
oder mehreren der Anspruche 1 bis 14 enthaltenen viralen Genomsequenzen, 
das folgende Schritte umfalit: 
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A) Einbringen des rekombinanten Vektors in eine bakterielle Wirtszelle Oder 
Hefe; und 

B) Mutagenisieren der viralen Genomsequenzen. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutagenisie- 
rung der viralen Genomsequenzen durch homologe Rekombination des rekombi- 
nanten Vektors mit in der bakteriellen Wirtszelle oder Hefe enthaltenen DNA- 
Molekulen erfolgt. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daft die homologe 
Rekombination des rekombinanten Vektors mit einem mutanten Allel erfolgt. 

27. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daft die Mutagenisie- 
rung der viralen Genomsequenzen mit Hilfe eines Transposons erfolgt. 

28. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 24 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, daft der rekombinante Vektor gemaft einem Verfahren nach 
einem oder mehreren der Anspruche 16 bis 22 erhaltlich ist. 

29. Rekombinanter Vektor, der infektiose, durch Mutagenese gemaft einem der 
Anspruche 24 bis 28 veranderte virale Genomsequenzen mit einer Grofte von 
mehr als 100 kb, vorzugsweise von mehr als 200 kb, sowie Sequenzen eines 
Klonierungsvehikels enthalt. 

30. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 14 oder 29 als Medi- 
kament, vorzugsweise zur Durchfuhrung von somatischer Gentherapie. 

31 . Rekombinanter Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 1 4 oder 29 als Impf- 
stoff. 
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